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一酸化窒素の配位 した金属置換再構成 ミオグロビン
の光照射によって誘起 された新 しいEPRシグナル
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ヘム蛋白質の"窓"一 ヘ ム
脊椎動物の赤血球 中にあって,酸 素分子 を肺か ら諸組織 に
運搬するヘモグ ロビン(Ht))や筋肉中にあっては酸素分子
の貯蔵にあたる ミオグ ロビン(Mb)等の"ヘ ム蛋 白質"の 構
造 と機能,及 び活性中心で あるヘ ムの電子状態の研究 は,こ
れ らヘム蛋白質が酸素分子 といかなる機構に よって結合,解
離するかを知 る事 を 目的 として ぎたoヘ ムとは図一1Aに 示
す ように,ポ ルフィリン環 の中央に鉄原子がはま りこんだ平
面構造 をしている。ヘムは図 一1Bに 示す ように複雑に輸 り
こまれたア ミノ酸鎖の中に組み込まれ て,雪¢ヘム蛋白質"を 作
っているo
ヘム鉄は,そ の3d電 子の示す磁性によ り電子常磁性共鳴
(E:PR),磁化 審等 の磁気測定が可能である。この様な磁
気測定 から活性中心にある鉄の電子状態が詳細に議論で ぎる。
磁気測定に よつて得 られ た情報と,そ の他 の生化学的諸測定
及 びX線 結晶構造解析 の結果とを対比 させ る事によつて,ヘ
ムあるいは配位子で ある酸素分子 がヘ ム蛋 白質の中でまわ り
の蛋白部分 といか なる相互 作用をしているか,即 ちヘム蛋 白
質の構造 と機 能とい うものがいか様にヘム鉄の エネルギー準
位に反映 されて いるのか を知 る事 がで ぎる・
ヘム鉄の磁性
HbやMbが 酸 素分子を脱着(結 合,解 離)す る活性 は,
ヘム鉄が還元型(Fe2+)の とぎにのみみ られ るoFe匿 は
3d6の 電子配置 をとる為 ス ピン量子数S=2の 高 ス ピン
とS=0の 低 ス ピンの二種類 が存在す る。高 ス ピン状態では
酸素分子は配位 して澄 らず,デ オキシE:b,デオキ シMbと
言われている。 この状 態にお けるEPRは 今までに観測 され
ていない。一方,酸 素分子の配位 したオキシEb,オ キ シ
Mbで は低 ス ピン状態で磁気モーメン トがな く,磁 気測定 は
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金 属置換 したプロ トポルフィ
リン及びMb中 でのヘムの配
置 を示す。
ヘ ムに垂 直な方向に第5配 位
子 として,蛋 白質を構成 して
いるア ミノ酸の ひとつであ る
ヒスチジン(特 に近位 ヒスチ
ジンとい う)の イミダゾール
が配位 して訟 りそ の反対側に
は第6配 位子(x)が 配位す
る。Xの 更 に上方に は,ア ミ
ノ酸の もうひ とっの ヒスチジ
ン(遠 位 ヒスチジンとい う)
のイ ミダ ゾールが近接 してい
るo
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不可能であ る。Fe加 には酸素分子 の他 に一酸化窒 素や一酸化炭 素 も配位す るがEPRの 観測 で ぎるの
は一酸化窒 素の配位 した場合 のみである・
且'bやMPは生 体外に取 り出されると容 易に酸化型(Fe3ナ)に ず る事 がで ぎる。Fe計 は3d5の 電
子配置 をとる為,配 位子の結合が イオ ン的(弱 い配位子場)で あると,S=%の 高 ス ピン状態 とな り,
共有結合的(強 い配位子場)で ある場合はS=%の 低 ス ピン状 態となる。・いず れ もEPRが 可能で あ
る為 電子状態の研究はFe㍗ に較べて,は るかに よく進んでいる。
ヘム鉄を他の金属に置換 してみる
ヘ ムは化学 的処理 によ?て ・蛋白質本体か ら容易 に取 りはず した り,再 び結 合させ る事が 出来 る。又,
ヘム鉄 の錐 黎伸 の傘属に置換 した金属 ボルフ ィリンを作 り・ これをヘ ムを抜いた蛋 白(ア ポ蛋白 という)
に再結合 させ人 工の再構成 ヘム蛋 白質を合成す ることも可能である。この様 な金属置換した再構成 ヘム
蛋白質の諸性質を研究す る事は,活 性中心ヘムの役割 を理解す る有効 な手段 となる。現在,様 々な金属
置換 ヘ ム蛋白質が再構成されている。例えば鉄 を土価の コバ ルト(G〈)2ナ)に置換 したGo2+1ボル7イ
リ塗 持つ耳b,や即 は鞘 な条件下で可逆的畷 勅 子と齢 する・又話 肋 ある状態でEPRが
測定 酊能セあ り,末 然の材料では知 り得 なかった活性 中心に関す る情報 が得 られ.る。又,二 価のマ ンガ
ン(Mn2+)に置換 したHbやMbも 再構成 されてい る。Mnの 場 合,酸 素分子 は結合 しない。 電子配置
は3d,5で,S=%の 高 ス ピン状態のみと り得 る為,Fe3+高 スピンの類似物 として様 々な情報が得
られているo
光照射後に現 われた奇妙 なEPRシ グナル
E戸Rの 観測 可能な これ らの金属置換 ヘム蛋白質 に一酸化窒素CNO)が 配位す るど,、EPR・が観測
でぎなぐな碍 は古く茄 飾 れ働 た・NO鷹 子スピンS=・ をを持つので配位す・事によ・て金
属のS=%(又 はS;レ を)乏ゐ相互作用が非常に大きぐなる為であぎと考え られている。.では,こ
れ らの相互作用を弱めてやれば何が観測 され るのであろ うか。か って筆者 らは,NOの 配位したFe3ナ
Mb(NO・Fe3+Mb)を液体ヘ リウム温度で光照射する と9=5.8附近 に本来 のFe3+Mb高 ス ピンの
9=6の シグナルより・線幅 の大 きいE.PRシグナルが観測 される事,同 温 度における光吸収 ズペク トル
は,光 照射 にょって:Fe3+』Mb高ス ピンとは類 似は しているが少 し異なるス ペ1ク1トルに変化す る事.を報
告 した。'これは,光 照射 によつてN・0が"光解 離"し 極低温 ではH20「もNOも再 配位 しない5配 位構造
が安定 に存在 していると解釈 した。 ところが・このEPRス ペク トルをよ り注意深 く測定 してみるとb
9=5・8の小 さい吸収 の他に・今まで報 告されてい ない零磁場か ら約4000ガ ウスにわたる幅広い吸
収が観測 されたのである(図72A)。 マイクロ.波出力の依存性,温 度位存性か らみて,零 磁場.附近の
吸収,g=5.8及 び幅広い吸収はデそ れぞ れ異 なる挙動 を:示す。又,皿0・57Fe3†.Mb'を使 って,メ ス
.バウァ憎測定 も行 ってみた。光照射前の'NQ・:Fe多1+'・Mbに特徴的なス ペク下ルは,4.2K:で光照射す
る'と確かに吸収は減少 したが,タ 光解 離種".の吸収 は確認 され.なからた。 しかし,弱 い外部磁場 を加え
.ると弱い磁気相互 作用が現われた事か ら,"光 解離種"の 基底状 態は少 な くとも半 整数の ス ピンを持つ
と考えられる。 メスバ ウフ ー分光法は鉄の原子核 とそれを直接取 り巻 く核外場 の相 互作用 を示す ので,
璽駈 解離種"が 半整数 のス ピン,例 えばS=%'を 持つ として も不思議で.はない。光吸収 ス:ペク トルの
立場 は,ボルフ.イリ.ン環の π電子 系の影響をみているのであるか ら,NOが τc光解離 瓶した後は,5配 位
構造の高 ス ピンであることは充分考え ら.れる。それに対して,EPRの 立場 は玉・鉄の原子核 をとりま く不
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不対電子及び 駅光解 離'し たNOの 不対電
子 の挙動 を反映するので話 しが単純ではな
いo .
鴬照封 でNOは..どこへゆ くのか
鴬照射に よ:って短0.がr解離"す るとは
.`どうい う事か,蟹 尭解離7ゐ 意味を考えて
.みよ50.NOが完 全犀解幾 し,Fe3+イ.オ.
ンと全 く相 互作用が な くなるならば.光 照.
鰍 の,EPRス 縛・ク トルは躍+蜘 のそ
れ になるはずである.。この.鷺.光解離種"は,
液体窒素温 度まで昇温す ると光照射前の
翼・OgFe3+M'bにもどってい.る事か らみ
て.i・.Fe3†Mわに配位 したNOは 光照射に
よつて.Pe3.+イオ ンか ら少 し遠 の.き,その
結即e3:虐州 ・.のス嫉 翻 互作
勝 弱まう・言ゆ え魂 講 畷 換櫃
作用の為.今まで測定.でぎなかつたEPR
芝4ナルが光照馳躍:よ『つて;娃互作用が弱ま
卿 定にか樋 よう にな・つ㌣ 鰍 ←ては「
どうだろ ラ:蒼o』鼠bの立体構「造1からなカミめ
ると,遠位 ヒステ.薯ン等の5ム周辺のアミ
ノ.酸残基の存在が光照射で誰れようとする
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液体ヘ リウム温度 に知ける各金属置 .
換MbのEPRス ペク トル及 び,翼0
複合 体の光照射によって現 われたE.
P:Rスベク トルを示 す。
NOを 押えてい るとすれば納得がゆ く.のでは なか ろ うか。 これ を解 くひとつの カギとして,遠 位 ヒスチ
ジンの欠除 したある種のH'bを使 って同様の光解離実験 をしてみた。零磁場 吸収及 び4000ガ ウスに
わたる幅広い吸収は全 く観測 されずg～6附 近の本来 のFe計 高 ス ピンの シグナルが現われた事か ら,
遠位 ヒスチジンのない場 合は,"解 離"し たNOがMbの 場 合よ り更に鉄原子 か ら遠 くにいってい ると
推測 され よ う。
零磁場吸収の原因 を解 くか も知れない ひとつの実験 として金属置換 がある。Fe3+Mbと 類 似 したデ
オキシMn2+MbにNOを 配位 させ て,液 体ヘ リウム温度で光照射 したとぎのEPRス ペク トルを図一
2Bに 示す。鉄 の場合 と同様のス ペク トルが,零 磁場附近 と約4000ガ ウスにわた って観測 され,し
か も零磁場 附近の シグナルに59Mnの 核 スピンの影響か と思われ る分裂 が現われた。一方,NO・Go2+
M'bでも,や は りわずかであるが零磁揚 附近に吸収が観測 され,更 にg=4.3及 びg=2の まわ りに幅
広い複雑な吸収 が観測 された(図 一2C)。 駅光解離種"のE:PRパ ターンはCo2小の場合他のFe3†,
Mn2+の場 合 と大 き く異なってい るのは,Go2+がS=%の ス ピンを持つことの反映 であろ うか・
ところで 駅光解離"し たNOのEPRシ グナルがg～2を 中心に幅広 く現 われる現象は,還 元鉄(NO●
Fe2+Mb)に 知いて も観測 される。それは"光 解離種"の ス ピン状 態は1蛤2+高 スピン(S冨2)と
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考え られて冷 り,Fe2+のEPRは 観測 され ない訳で,零 磁場 吸収 もみ られないとい う結果は納得 でぎ
るのではなか ろうかo
大変騨 な結果を「話題提供 」として限られた紙面で記述 してみたが調 在・・れらのEPRシ 磐
ルが本当のところ何で.あるかはっきり.していない。
騨 靴ρ賛 な瞬 励岬徽 い・
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